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Summary 
Changes in the activity of Taka-amylase A after heat denaturation and the reactivation 
of denatured Taka-amylase A were measured under various conditions. 
1. Denaturation by heating were accelerated when the concentration of enzyme and 
ionic strength was increased. 
2. The reactivation ratio, when cycloheptaglucan and a-phenyl maltoside were used 
as low molecular substrates, was higher than the ratio, when amylase was used as a 
molecular substrate. 
3. The optimal pH of the reactivation was 7…8. At the reactivation stage, the p臼
of reaction mixture was important, and the presence of buffer solution and its concentration 
were les important. 
4. When the activity assay of Taka-amylase A was carried out under various pHs, 
the optimal pH of the enzyme reactivated at pH 7-8 was found to be Imγer than those of 
native enzyme and the enzyme reactivated at p百 5.3.
Those facts suggests that a fine structure of active site of the enzyme reactivated at pH 
7-8 may be somewhat different from the structures of native enzyme and of the enzyme 






で， Cycloheptaglucan(CHG), Soluble srtachなどを務質として，本実験を試みた．
ネ現勤務先：大日本製薬（株）
2 佐賀大学i退学奨報 ~~ 34号（1973)
実験試料
1. Taka・amylaseA CT AA）：既報4）同様，池中5）の方法により， アセトン水溶液から三留
さぜたものである．酵素濃度は EHl,0 =23.3から計算した．
2. Cycloheptaglucan (CHG): CHG は組結晶をさらに精製したもので，精製法ふ、よび純度
の通りである．
3. Amylose: 前報6）と同一の凍結乾燥標品を使用した．
4. Soluble starch (S. starch): 試薬特級（純正化学K.K.）を使用した． このものは 3,5…
dinitros呂！icylie acid法によっては還元カを示さなかった．
5.α－Phenyl maltoside （α姐PM): 試薬特級（和光純薬K.K.）を使用した．
実験方法，結果および考察
酵素活性の澱定：酵素の活性は前報6) I可様に， α…PM以外は 3,5-dinitrosalicylic acid法によ
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Fig. 1. T AA activities after heat denaturation. 
heating: 80°C, 5 min.; reaction: 25° C, pH 5.3, lOmin.; S: S. 
starch; G: CHG; p: precipitated +: activity retain日d；一： in
activated;*: reactivated (25°C, pH 5.3, 22hr.) 
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示したのがFig.1である．基質としては， CHG（鴎中， G），為、よびS.starch （匡i中， S）を使用し
た．加熱は酢酸カルシウムを含i:.tTAA溶液（pH6.3）を，緩衝溶液を加えずに80°Cで5分間？？














2. 加熱変性TAAのこ， Zの基震に対する活性の回復察： TAA溶液（pH6.3）を 80°Cで
5分間加熱し，活性の鴎復を良好にするため，緩衝液を加えずに， 3,23,4811寺間， 25°Cに保っ
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Fig. 2. Reactivated ratio of heat denatured TAA for a few susbstrates. 
heating: 80°C, 5min.；τAA solution: pH 6.3; reactivation: 
25°C, unbu釘er巴d.
これからわかるように活性の回復はほぼ同様念経過をとった.CHG，α…PMに対する TAA濃





3. 加熱変性 TAAの活性の胆復におよ！ます鰻衝液の影響： TAAを80。C で5分間加熱し，
25°Cで活性を！回復させた際に， 緩衝液の王子在下に行わせるか否かは活性の回復に大きな影響を
与えた．この した結果を Tab.1に示した．表に示したものは，活性を 3時間
出復させた時の伎で， S.starch (1タム lml),Amylose (0.2タム 3ml),CHG (O.OlM lml）αP説













heating: 80°C, 5 min. 
reactivation: 25°C, 3 hr. 
















4. 加熱変性 TAAの活性自復におよiます pHの影響： TAA溶液（酢酸カルシウム濃度 2x
I0-5M, pH 6. 3）を緩衝液を加えずに， 80°Cで5分間加熱し， 25°Cで21時間活性を自復させた
後， S.starch i字、よび CHGを基質として， 25°C，各 p日で10分間酵素反応を行わせ， 反応の至
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Fig. 3. Activities of r巴activatedTAA versus pH values in enzymatic reaction. 
heating: 80°C, 5min.; reactivation: 25°C, 2hr., unbuffered; reaction: 
25°C, lOmin. 
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starch 基質の場合は0.002労濃度のものを使用し，まずこ緩衝液は酢酸ナトリウム（pH3.0, 4.0, 
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Fig. 4. Optimal pH of native ’fAA. 
measurements of activity: amylase; 





Fig. 5にに示した． 留から活性の回復は pH7～8にbいて，急速に進行することが観察され
？こ．
熱変性 TAA溶液を， pH5.3 ;J己、よぴ pH7～8にふ、いて汚性を国復させ，その酵素ー液の活性の
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Fig. 5. Activities of heat denatured TAA V巴rsuspH valu邸
at reactivat10n stage. 
heating: 80°C, 5min.; reactivation: 25°C, 2hr.; reac-








4 5 6 7 8 9 
pH 
Fig. 6. Activities of TAA reactivated at pH 5.3 versus pH values 
1n enzymatic reaction. 
heating: 80°C, 5min.; reactivation: 25°C, 2hr., pH 5.3; 
reaction: 25°C, lOmin. 
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Fig. 7. Activities of TAA reactivated at pH 7-8 versus pH values in 
enzymatic reaction. 
heating: 80°C, 5min.; reactivation: 25°C, 2hr., s. starch 
pH 7, CHG pH 8; reaction: 25°C, lOmin. 
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